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(54) Title: NOVEL CLASS OF NUCLEIC ACID CATIONIC TRANSFECTING AGENTS 



. (54) Titre: NOUVELLE CLASSE D'AGENTS TRANSFECTANTS CATIONIQUES DES ACIDES NUCLEIQUES 
(57) Abstract 



The invention concerns a novel class of nucleic acid cationic transfecting agents, characterised in that the transfecting auents comprise 
; at least a lipophilic region associated with a cationic hydrophilic region, said cationic hydrophilic region consisting of a heierocycie with 5 
\ or 6 atoms substituted by amino groups. 

i 

(57) Abrege 

La presente invention conceme unc nouvelle classe d'agents trans fectants cationiques des acides nucle'iques. caracterisee en ce que 
; les agents transfeciants comprennent au moins une region lipophile associee a une region hydrophile cationique, ladite region hydrophile 
cationique e"tant constitute d'un he'te'rocycte a 5 ou 6 atomes substitue par des groupements amines. 
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NOUVELLE CLASSE D'AGENTS TRANSFECTANTS CATIONtQUES 
PES ACIDES NUCLEIOUES 

La presente invention se rappone a une nouvelle classe d'agents transfectants 
cationiques, aux compositions pharmaceutiques les contenant, leurs applications pour 
5 la transfeciion in viva, ex vivo et/ou in vitro d'acides nucleiques et leurs procedes de 
preparation. 

Avec le developpement des biotechnologies, il est desonmais possible de 
transferer des acides nucleiques dans les cellules. L'efficacite de ces transfens apparait 
necessaire pour la correction de defauts d'expression et/ou d'expression anormale 

in d'acides nucieiques impliques dans de nombreuses maladies genetiques. Cependant. 
1'interet des iranfeas d'acides nucleiques ne se limiie pas a la therapie cenique. En 
outre, le transfen d'acides nucleiques peut etre utile pour 1'etude de la regulation de 
Fexpression de genes, le clonage de genes, ou pour toute autre manipulation in vitro 
impliquant ies acides nucleiques. aussi bien que pour la production de. proteines 

15 recombinantes. II peut egalement sagir du transfen d'acides nucleiques in vivo, par 
exempie pour Tobtention d'animaux transgeniques. la realisation de vaccins. des etudes 
de marquage de molecules. Par ailleurs. le transfer! d'acides nucleiques peut etre 
realise dans des cellules cx vivo, dans des approches de greffes de moelle osseuse, 
d'imrr.unoiherapie ou d'autres methodes impliquant le transfen de genes dans des 

20 cellules prelevees dun organisme en vue d'etre readministrees ulterieurement. 

Aujourd'hui. plusieurs methodes sont proposees pour la delivrance 
intracellulaire de ce type d'information genetique. Lune d'entre elles. en paniculier, 
repose sur 1 emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Ces vecteurs symhetiques 
ont deux fonctions principals : compiexer I'ADN a transfecter et promouvoir sa 
25 fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. Parmi les \*ecteurs sv-nthetiques 
developpes. les polymeres cationiques de tyj)e polylysine et DEAE dextran ou encore 
les lipofectants sont les plus avantageux. 
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Un progres important a ete accompli dans ce mode de transfection avec le 
developpement dune technologie basee sur I'emploi d'agents de transfeaion 
cationiques de type lipofectants, et plus precisement de lipides cationiques. II a ainsi 
ete mis en evidence qu'un lipide cationique charge positivement. le chlorure de N-[l- 
5 (2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N.N-trimethylammonium (DOTMA), interferait, sous la 
forme de liposomes ou de petites vesicules, spontanement avec de l'ADN, qui -est 
charge negativement, pour former des complexes lipides-ADN. capables de fusionner 
avec les membranes cellulaires. et permettait ainsi la delivrance intracellulaire de 
l'ADN. 

10 Depuis le DOTMA. d'autres lipides cationiques ont ete developpes sur ce 

meme modele de structure, c'est-a-dire un groupe lipophile couple a un groupement 
amino via un bras encore appele "spacer". Parmi ceux-ci. on peut plus particulierement 
citer ceux comprenant a titre de groupement lipophile des acides gras ou un derive du 
cholesterol, et comportant en outre, le cas echeant, a titre de groupement amino, un 

15 groupement d'ammonium quatemaire. Le DOTAP, le DOBT ou le ChOTB peuvent 
notamment etre cites a titre represeritatifs de cette categorie de lipides cationiques. 
D'autres composes, comme le DOSC et le ChOSC. se caracterisent par la presence 
d'un groupement choline a la place clu groupement d'ammonium quatemaire. 

line autre categorie de lipofectants, le.s lipopolyamines, a egalement ete 
20 decrite. De maniere generate, il s'agit d'une molecule amphiphile comprenant au moins 
une region hydrophile constitute par une polyamine couplee via un "spacer" a une 
region lipophile. La region polyaminee. chargee positivement. est capable de s'associer 
de maniere reversible avec I'acide nucleique. charge negativement. Cette interaction 
compacte fortement I'acide nucleique. Quant a la region lipophile. elle rend cette 
25 interaction ionique insensible au milieu externe, en recouvrant le complexe forme d'une 
pellicule lipidique. Dans ce type de composes, le groupement cationique peut etre 
represente par le radical L-5-carbo.\yspermine qui contient quatre groupements 
d'ammonium, deux primaires et deux secondaires. Le DOGS et le DPPES en font 
notamment partie. Ces lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la 
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transfection de cellules endocrines primaires. A titre representatif de cette derniere 
famille de composes on peut plus particulierement mentionner les lipopolyamines 
decrites par exemple dans les demandes de brevet WO 96/17823 et WO 97/18185. 

Toutefois, 1'efficacite de ces vecteurs synthetiques reste a ameliorer notamment 
5 en terme de densite de charge et de rigidite de la molecule transfectante. 

En effet, il est generalement admis que I'activite de ces produits depend de la 
densite de charge qu'ils font intervenir. Cependant, ['augmentation des charges sur des 
chaines aliphatiques est a I'origine de I'apparition de la toxicite. Une stabilisation de la 
densite de charge des chaines aliphatiques previendrait done I'apparition de facteurs 
10 toxiques. De plus, 1'efficacite de la transfection serait accrue par une augmentation de 
la densite de charge dans une region autre que les chaines aliphatiques. 

Par ailleurs, la flexibility de la molecule utilisee pour le transfer! d'un acide 
nucleique peut etre un obstacle a une interaction suffisamment etroite entre le dit acide 
nucleique et Fagent transfectant, empechant d'obtenir un compactage optimal de la 
15 molecule d'acide nucleique, le compactage etant une condition prealable necessaire a 
toute transfection. Une rigidite accrue de la molecule d'agent tranfectant asssurerait 
une interaction plus efficace avec I'acide nucleique, ameliorant ainsi la transfection. 

Ainsi, il serait particulierement interessant de disposer d'agents tranfectants 
presentant une capacite de transfection accrue tout en possedant une toxicite reduite 
20 ou nulle. Ce sont ces objectifs que la presente invention se propose d'atteindre. 

La presente invention a en effet precisement pour objectif de proposer une 
nouvelle classe d'agents transfectants presentant une region hydrophile cationique 
originale qui confere aux dits agents de transfert les proprietes particulieres 
mentionnees ci-dessus. 



Plus precisement, la presente invention se rapporte a un agent transfectant 
comprenant au moins une region hydrophile cationique couplee a une region Hpophile, 
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la dite region hydrophile cationique etant const ituee d'au moins un heterocycie a 5 ou 
6 atomes substitue par des groupements amino. 

La region hydrophile chargee positivement est capable de s'associer de maniere 
reversible a un acide nucleique. charge negativemenent, qui est ainsi forternent 
compacte. En outre, la structure originale de la partie cationique confere a la molecule 
une rigidite accrue. 

La region hydrophile cationique, intermediaire dans la synthese des agents de 
transfert d'acides nucleiques selon 1'invention, est pius particulierement representee par 
la formule generate (I) : 




il) 



dans iaquelle : 

- y est un nombre entier egal aOou.l, les different^ y etant independants les uns des 
autres, 

- X represente un atome d'oxygene. d'azote, de soufre ou de selenium, 

15 - les groupements Z representent, independamment les uns des autres, 

• un atome d'hydrogene, 

• un groupement OR dans lequel R represente un atome d'hydrogene, un 
groupement methyle, ou un groupement (CH2) ri -NRiR: dans lequel n est un nombre 
entier choisi de 1 a 6 inclus et R t et R 2 representent, independamment Tun de r autre, 

20 un atome d'hydrogene ou un groupement (CH : )q-NH : , q pouvant varier de 1 a 6 
inclus, les differents q etant independants les uns des autres. 
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• un groupement (CH:) m -NR t R:. dans iequel m est un nombre entier choisi de 
0 a 6 inclus et Ri et R2 sont definis comme precedemment, ou bien 

♦ un groupement "spacer" penmettant la liaison de la region hydrophiJe 
cationique a la region lipidique, 

5 etant entendu que Tun au moins des substituants Z pone un groupement amino. 

Les agents de transfer! selon I'invention contiennent au moins une region 
hydrophile cationique de formule generale (I). Selon une variante de I'invention, les 
agents de transfen comprennent 2 ou plusieurs regions hydrophiles cationiques qui 
sont liees les unes aux autres au niveau de Tun des groupements Z. 

in Selon un mode de realisation prefere de I'invention. lorsque Tun des 

substituants Z represente OR et R represente un groupement (CH^n-NRiR?, alors n 
est preferentiellement choisi parmi 2, 3 ou 4. 

Selon une variante avantageuse de I'invention, les agents transfectants 
component une region hydrophile cationique de formule generale (I) dans laquelle X 
15 represente un atome d'oxygene. La panie hydrophile cationique est alors constitute 
dun glycoside de forme pyranose ou furanose. La forme pvranose est paniculierernent 
interessante et a ete decrite de maniere non limitative dans les exemples. 

Selon une seconde variante avantageuse de la presente invention, les agents 
transfectants comprennent une region hydrophile cationique de formule generale (I) 
20 composee d'un glycoside amine a 6 chainons (y present sur le cycle est egal a 1), X est 
un atome d'oxygene et au moins un des substituants Z comporte un groupement 
amino. Encore plus preferentiellement. au moins deux des substituants Z component 
un groupement amino. 

Selon une autre variante de la presente invention, la region hydrophile 
25 cationique est composee d'un glycoside amine de formule (I), dans laquelle les deux y 
sont egaux a 1 , X est un atome d'oxygene. deux des groupements Z representent des 
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atomes d'hydrogene, deux autres groupements Z sont des groupements azotes et 



preferentiellement des groupements amino, et le dernier groupement Z represente un 



groupement OR est situe en position -2 sur I'heterocycle const ituant la region 
5 hydrophile cationique des agents transfectants selon ttnvention. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invemion. la region 
hydrophile cationique est composee dun glycoside amine de formuie generate (I), dans 
laquelle le y present sur le cycle est egal a 1 , X est un atome d'oxygene, au moins deux 
groupements Z correspondent a des groupements 0-(CH:) q -NH: q etant defini comme 
10 precedemment, et au moins un des groupements Z represente un groupement OR, R 
etant defini comme precedement. 

A litre representatif de regions hydrophiles cationiques de formuie generale (I), 
intermedia ires utiles dans la synthese des agents de transfer! selon l'invention, on peut 
citer plus particulierement les composes suivants : 



groupement OR, R etant defini comme precedement. De maniere preferee, le 



OH 




NH, 



15 
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De maniere generate, les agents transfectants au sens de la presente invention 
component au moihs une region hydrophile cationique telle que definie precedemment 
associee a une region lipophile. 

5 Les molecules constituants la region lipophile au sens de 1'invention sont 

choisies parmi les molecules lipophiles connues ' de I'homme de metier. 
Avantageusement. la region lipophile est constituee par une ou plusieurs chaines 
aliphatiques lineaires ou ramifiees, saturees ou non, eventuellement halogenees. La 
region lipophile peut egalement etre avantageusement choisie parmi les derives de 
10 steroide. 

Selon une variante preferee de 1'invention, la partie lipophile est constituee 
dune ou pusieurs chaines aliphatiques contenant 10 a 22 atomes de carbone, et encore 
pius preferentiellement 12 a 22 atomes de carbone. A titre d'exemple, on peut citer les 
chaines aliphatiques contenant 14. 16. 17, 18 ou 19 atomes de carbone, et notammant 
15 (CH:)i.;CH 5 . (CH 2 )i?CH,. (CH 2 ) lh CH i . (CH : ), 7 CH A . et (CH : ) 1S CH 3 . 

La partie lipophile des agents de transfert selon 1'invention peut aussi etre 
avantageusement choisie parmi. les derives de steroVde comme par exemple le 
cholesterol, le cholestanol. le 3-a-5-cycloo-a-cholestan-6-(3-ol. Tacide cholique, le 
cholesterylformiate, le cholestanylformiate, le 3cc.5-cyclo-5a-cholestan-6f5-yl formiate. 
20 la cholesterylamine, la 6-(l,5-dimtMhylhexyi)-3a,5a-dimethylhexadecahydro- 
cyclopenta[a]cyclopropa[2,3]cyclopenta[l ,2-f]naphta-!en-10-ylamine, ou la 
cholestanylamine. 

Selon un mode de realisation prefere, la region hydrophile cationique est. 
couplee a la region lipophile par une molecule intermedaire dite "spacer". On emend 
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au sens cie I'invention par groupement "spacer" tout substituant acide ou amine 
comportant des fonctions hydrolysables qui permettent d'obtenir des liaisons amide, 
carbamate, ester, ether ou via un cycle aromatique entre la partie hydrophile cationique 
et la region lipophile, connu de l'homme du metier. Le couplage entre la partie 

5 hydrophile et la partie lipophile est preferentiellement opere au niveau de Tun des 
groupements Z present sur 1'imermediaire hydrophile cationique de formule (I) et utile 
pour la synthese* des agents de transfer! selon I'invention. Avantageusement, le 
couplage entre les deuxregions hydophiie et lipophile. est effectue en position -2 ou 
en position -5 ou -6 (selon si y present sur le cycle est egal a 0 ou 1) sur le cycle de la 

10 partie hydrophile cationique de formule generate (I), via un groupement "spacer". 

De maniere preferee, la region "spacer" compone une chaine aliphatique ou 
aromatique. En outre, le "spacer" comporte avantageusement un ou plusieurs 
groupements choisis parmi les groupements amide, carbamate, ester, ether ou les 
cycles aromatiques. Des "spacer" preferes sont notamment ceux de formule -O-CO- 
15 (CH 2 ) v -COOH, -0-<CH 2 ),-COOH, -0-CO-(CH:),-NH : , -0-(CH 2 )*-NH 2 . -NH-(CH 2 ) X - 
NH 2 , avec x representant un entier choisi de 1 a 6 inclus. 

A litre representatif d'agents transfectants selon I'invention, on peut citer plus 
parriculierement les composes (16), (17). (8a) et (Sb) de formules : 




20 
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La presente invention se rapporte egalement aux procedes de preparation 
5 dune nouvelle classe d'agents de transfection d'acides nucleiques tels que definis ci- 
dessus. Plus precisement, elle se rapporte aux procedes de preparation des dits agents 
tranfectants a partir d'un heterocycle mono- ou polysubstitue auquel est couple une 
region lipidique par 1'intermediaire d'un "spacer". 
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La region hydrophile cationiquede formuie generale (I) peut etre preparee de 
differentes fagons, selon la position relative des fonctions amino sur le cycle et leur 
nombre. 

Lorsque Ton souhaite obtenir une region hydrophile cationique de formuie 
5 generale (I) pour laquelle I'un au moins des substituants Z est un "spacer" permettant 
la Liaison a ia panie lipophile et l'un au moins des groupements Z est un groupement 
OR avec R representant un groupement (CH:) 1( -NR ; R:, on opere a partir du derive 
correspondant pour lequel tous les substituants 0-(CH 2 ) n -NR t R2 sont des fonctions 
hydroxy. 

in Dans une premiere etape. ie dit derive ponant les fonctions hydroxy subit une 

O-alkylation selon les methodes classiques connues de I'homme du metier. 
Notamment. on opere a i'aide d'un agent alkylant en milieu basique dans les solvants 
classiques d'alkylation. -en presence dun ether couronne et a temperature comprise 
entre 10et60°C. 

15 On utilise notamment a litre d'agent alkylant les alkylamines. les derives 

halogenes des esters, comme par exemple t'halogenoacetate d'alkyle, ou les derives 
halocenes des alcools. De preference, on utilise du bromoacetate d'alkyle. les fonctions 
alkyle sont choisies en fonction de la valeur que Ton souhaite donner a n. Par exemple, 
pour avoir n egal a 2, on utilise de preference du bromoacetate d'ethyie. 

20 Les solvants utilises sont les solvants classiques des O-alkylations, par exemple 

la dimethylformamide. la dimethyiacetamide, le dimethylsulfoxyde, TacetonitriJe, le 
tetrahydrofurane (THF). etc.... Avantageusement, on utilise le THF. 

La reaction est effectuee en presence dune base, par exemple I'hydroxyde de 
potassium ou I'hydrure de sodium. 
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Dans une seconde etape. les fonctions carbo.xy du derive obtenu sont reduites 
en alcool selon les methodes classiques connues de I'homme du metier. On opere 
notamrnent par action dun agent reducteur dans des solvants classiques compatibles. 

A titre d'agent reducteur, on cite par exemple le boranedimethylsulfure (BMS), 
Thydrure de lithium aluminium ou le borohydrure de sodium. 

Des solvants compatibles sont par exemple les ethers ou les alcools. De 
preference, on utilise le tetrahydrofurane (THF). 

Dans un troisieme temps, les fonctions hydroxy obtenues sont azidees par des 
methodes classiques connues de I'homme du metier. 

On opere notamrnent par action de Tacide hydrazoVque en presence de 
triphenylphosphine et de diethylazodicarboxylate dans un solvant compatible avec la 
reaction. 

Les solvants utilisables sont les solvants classiques d'azidation comme par 
exemple le tetrahydrofurane. le benzene, le toluene, le chloroforme, le 
dichloromethane, etc., et de preference le tetrahydrofurane (THF). 

Enfin, les fonctions azides sont transformers en. fonctions amino par les 
methodes classiques connues de 1'homm.e du metier. 

On opere notamrnent par reduction en milieu acide, par exemple par 
hydrogenation en milieu acide en presence de palladium sur charbon, ou en mettant en 
oeuvre la reaction de Staudinger, ou encore par action dun agent reducteur, par 
exemple Thydrure de lithium aluminium, le borohydrure de sodium, le chlorure 
stanneux etc... 

On obtient ainsi un compose hydrophyle cationique de formule generate (I) 
pour laquelle Fun au moins des substituants Z est un "spacer" permettant la liaison a la 
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■ panie lipophile et Tun au rnoins des groupements Z est un groupement OR avec R 
representant un groupement -<CH:)„-NR|R:. , 

Le couplage a la partie lipophile est ensuite effectue par les rnethodes 
classiques connues de I'homme du metier, et notamment par couplage peptidique 
5 (Bodanski M., Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Springe- Verlag). 
Le couplage intervient au niveau du. groupement Z representant un "spacer". 

Lorsque Tun des Z est un groupement "spacer", celui-ci est, le cas echeant, 
preaiablement protege. II en va de meme des fonctions amino portees par la panie 
hydrophile cationique qui sont de preference protegees prealablernent au couplage 
10 peptidique. La protection et Felimination des radicaux protecteurs s'effectuent selon les 
rnethodes habituelles. 

La protection peut etre realisee par tout groupement compatible et dont la mise 
en oeuvre et Telimination n'altere pas le reste de la molecule. Notamment, on opere 
selon les rnethodes decrites par T.W. GREENE, Protective Groups in Organic 
15 Syntheses, A. Wiley-Interscience Publication (1981), ou par Mc OMIE. Protective 
Croups in Organic Chemistry, Plenum Press (1973). 

A titre d'exemple, les groupements protecteurs peuvent etre choisis parmi les 
radicaux trimethylsilyle, benzhydryle. tetrahydrop\rannyle, formyle, acetyle, 
chloracetyle, trichloracetyle. trifluoracetyle. ethoxycarbonyle, tert-butoxycarbonyle, 
20 trichloroethoxy-carbonyle, etc... 

Une autre voie de synthese permet d'aboutir a une seconde serie de composes 
hydrophiles cationiques. Ce second mode de realisation differe du premier en ce que le 
squelette glucidique est transforme. 

En effet, le produit de depart utilise est un glycal de formule generale (II) : 
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pour laquelie les substituants T sont des fonctions acetoxv. Les glycals utilises sont 
disponibles commercialement ou bien sont obtenus par tome methode connue de 
rhomme du metier a partir de glucides cornmerciaux, et notarnment par reaction des 
5 acetobromosucres correspondants avec le couple zinc/cuivre. 

Dans une premiere etape. le dit glycal acetyle est alkyle selon les methodes 
classiques connues de rhomme du metier. 

Notarnment, on met en oeuvre !a reaction de Ferrier par action, en presence 
dun acide de Lewis, dun aminoalcool, dun alkvioxycarbonyialcool, dun 
10 carboxyalcool, ou de tout autre alcool fonctionnalise par un groupement permettarit le 
couplage a une region lipophile. 

De preference, la reaction est conduite en presence de trifluorure de bore dans 
un solvant compatible, par exemple un ether comme lethylether. 

Dans une seconde etape, le glycoside insature obtenu est reduit selon les 
15 methodes classiques connues de rhomme du metier. 

Notarnment, on effectue une reduction en milieu acide, par exemple par 
hydrogenation en milieu acide en presence de palladium sur charbon. 

Puis, dans une troisieme etape, les fonctions acetoxv presentes sur le cycle sont 
transformees en fonctions hydroxy par toute methode connue de l'homme du metier. 

20 Notarnment, on opere par transesterification a I'aide dun alcoolate, par 

exemple le methanoate de sodium. 
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Dans une quatrieme etape. les fonctions hydroxy presentes sur le cycle sont 
transformees en fonctions azide par toute methode connue de rhomme du metier. 

Notamment. on opere par exemple par action de l'acide hydrazoique en 
presence de triphenylphosphine et de diethytazodicarboxylate dans un solvant 



le tetrahydrofurane (THF). 

On obtient ainsi une region hydrophile cationique de formule generate (III) : 



pour laquelle Z" est soit un atome d'hydrogene, soit un groupernent azide. Tun au mois 
des Z" etant different de I'hydrogene. 

La partie lipophile peut etre couplee sur la fonction amino -NRiR? selon les 
methodes connues de I'homme du metier, notamment par couplage peptidique 
(Bodanski M., Principles and Practices of Peptides Synthesis, Ed. Springe- Verlag), 
ou encore par condensation. 

L'alcool mis en oeuvre au cours de la premiere etape comportant une fonction 
amino, ester ou tout autre fonction permettant le couplage a une region lipophile, il est 
preferable au prealable de la proteger. La protection et Telimination du radical 
protecteur avant le couplage avec la region lipophile, s'effectuent selon les methodes 
habituelles. 

La protection peut etre realisee par tout groupernent compatible et dont la mise 
en oeuvre et ('elimination n'altere pas le reste de la molecule. Notamment, on opere 



compatible avec la reaction. 



Les solvants utilisables sont les solvants classiques d'azidation, et de preference 




(III) 
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selon les methodes decrites par T.W. GREENE, Protective Groups in Organic 
Syntheses. A. Wiley- Interscience Publication (1981), ou par Mc OMI-E, Protective 
Groups in Organic Chemistry, Plenum Press (1973). 

A litre d'exemple, les groupements protecteurs peuvent etre choisis parmi les 
5 radicaux trimethylsilyle, benzhydryle, tetrahydropyrannyle. fonmyle, acetyle, 
chloracetyle, trichloracetyle, trifluoracetyle, ethoxycarbonyle. tert-butoxycarbonyle, 
trichloroethoxy-carbonyle, phtalimido, etc... 

Enfin. dans une derniere etape, les fonctions azides portees par le evele a 5 ou 
6 chainons sont transforrnees en fonctions amino par les methodes classiques connues 
10 de Fhomme du metier qui n'alterent pas le reste de la molecule. Preferemiellement, on 
opere par action de triphenylphosphine en presence d'eau. 

Toute autre methode connue de Fhomme du metier conduisant aux agents de 
transfer! d'acides nucleiques selon la presente invention entre egalement dans le cadre 
de i'invention. 

15 A titre d'exemple non-limitatif, le premier mode de realisation de I'invention 

conduit aux agents de transfer! de formule (8a) et (8b), tandis que le second mode de 
rea.lisation conduit aux agents de transfer! de formule. (16) et (1.7), comme cela est 
precise dans la partie "Exemples" de la presente description. 

L'interet de cette seconde voie de synthese de regions hydrophiles cationiques 
20 reside principalement dans le peu d'etapes necessaires a la synthese et dans la 
versatility du synthon amine obtenu. Une meme tete cationique peut ainsi etre 
condensee avec differents substituants hydrophobes. 

Un autre objet de I'invention concerne une composition comprenant un agent 
de transfer! d'acides nucleiques tel que defini precedemment et un acide nucleique. 
25 Preferentiellement. les compositions comprennent un rapport de 0.1 a 50 nanomoles 
de vecteur par (ag d'acide nucleique. Avantageusement, ce rapport se situe entre 2 et 
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20 nanomoies de vecieur par ug d'acide nucleique et encore plus prererentiellement 
entre 4 et 12 nanomoies de vecteur par \xg d'acide nucleique. Plus paniculierement 
I'agent de transfert et I'acide nucleiques sont present dans un rapport de 8 a 12 
nanomoies de vecteur par ug d'acide nucleique. 

5 On entend au sens de I'invention par "acide nucleique" aussi bien un acide 

desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de sequences naturelles 
ou anificielles, et notamment d'ADN genomique (ADNgJ. d'ADN complementaire 
(ADNc), d'ARN messager (ARNm). d'ARN de transfert (ARNt), d'ARN ribosomique 
(ARNr), de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques, 

K) d 'oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
humaine. animale, vegetale. bacterienne, virale. ere... lis peuvent etre obtenus par toute 
technique connue de l'homme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 

15 etre modifies chimiquement. 

Concernant plus paniculierement les acides desoxyribonucleiques, its peuvent 
etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
plus Ioneues. En particulier, les acides nucleiques sont avantageusement constitues par 
des plasmides, des vecteurs. des episomes, des cassettes d'expression, etc... Ces acides 
20 desoxvribonucleiques peuvent poaer une origine de replication fonctionnelle ou non 
dans la cellule cible, un ou plusieurs genes marqueurs. des sequences regulatrices de la 
transcription ou de la replication, des genes d'inieret therapeutique, des sequences 
antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, 
etc... 

25 De preference, I'acide nucleique comprend une cassette* depression 

constitute dun ou plusieurs genes d'inieret sous controle dun ou plusieurs promoteurs 
et d'un tenminateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. \ 
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Au sens de ('invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 



proteique peut etre exogene homologue ou endogene vis-a-vis de la cellule cible, c'est- 
a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque ceUe-ci ne 
presente aucune pathologie. Dans ce cas, Texpression dune proteine permet par 
exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou Texpression d'une 
proteine inactive ou faiblement active en raison dune modification, ou encore de 
surexprimer ladite proteine. Le gene d'interet therapeutique peut aussi coder pour un 
muiant d'une proteine cellulaire. ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc... 
Le produit proteique peut egalernent etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans 
ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite 
deficiente dans la cellule, iui perme'ttant de lutter contre une pathologie. ou stimuler 
une reponse immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, ies derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons. TNF, etc... (FR 92/03120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques (BDNF. CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF. bFGF, NT3. NT5, 
HARP/pIeiotrophine, etc..) les apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc., FR 
93/05125). la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/11947), la proteine CFTR 
associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb. RaplA. 
DCC, k-rev, etc., FR 93/04745). les genes codant pour des facteurs impliques dans la. 
coagulation (Facteurs VII, VIII, IX), les genes intervenant dans la reparation de 
FADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les genes de 
Themoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les enzymes du metabolisme, 
catabolisme etc. 

L'acide nucleique d'interet therapeutique peut egalernent etre un gene ou une 
sequence antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler 



proteique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
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Fexpression de genes ou la transcription d'ARNm ceilulaires. De telles sequences 



d'ARNm ceilulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
decrite dans le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalement les 
5 sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des 
ARNcibles (EP321 201). 

Comme indique plus haut, Vacide nucleique peut egalement cornporter un ou 
plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez rhomme 
ou Fanimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 

10 I'invention penmet Sa realisation soil de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a Fhomrne ou a Fanimal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de 1'hepatite B 
(EP- 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus 

15 ou encore de peptides antigeniques specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant Fexpression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule ou I'organe desire. II peut s'agir des sequences qui 
sont naturellement responsables de Fexpression du gene considere lorsque ces 

20 sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement 
s'agir de sequences d'origine differente (responsables de Fexpression d'autres proteines, 
ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple. il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Fon desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 

25 promotrices issues du genome d'un virus, A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes El A, MLP. CMV, RSV, etc... En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc... II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressive. 



peuvent, par exemple,' etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
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Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter, en paniculier en 
amont du gene d'interet therapeutique. une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetase dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais U peut 
5 egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou dune sequence signal 
artificielle. L'acide nucleique peut egalement componer une sequence signal dirigeant 
le produit therapeutique synthetise vers un compartiment paniculier de la cellule. 

Les compositions de Tinvention peuvent en outre comporter des adjuvants 
capables de s'associer aux complexes agents de transfen/acide nucleique et d'en 
0 ameliorer le pouvoir transfectant. Dans un autre mode de mise en oeuvre, la presente 
invention concerne done des compositions comprenant un acide nucleique. un acent de 
transfert tel que defini precedemment et un ou plusieurs adjuvants capables de 
s'associer aux complexes nucleolipidiques et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. 

Dans cette optique, les compositions de Finvention peuvent comprendre 
5 comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
paniculierement avantageuses. notammem lorsque le rapport de charges agent de 
transfen/acide nucleique est faible. La demanderesse a en effet rnontre que l'addition 
dun lipide neutre permet d'ameliorer la formation des panicules nucleolipidiques et de 
favoriser la penetration de la panicule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

() Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 

invention sont des lipides a deux chaines grasses. De maniere paniculierement 
avantageuse, on utilise des lipides naturels* ou synthetiques, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique clans les conditions physiologique. II peuvent etre choisis 
plus. paniculierement parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), Y oleoyl- 

5 palmitoylphos-phatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyK -mir>'Stoyl 
phosphatidyiethanolamines ainsi que leurs derive N-rnethyles 1 a 3 fois, les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerois, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
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les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides dels que notammem les 
asialoGM 1 et GM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthese, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniques 
5 classiques bien connues de i'homme du metier. En particulier, I'extraction des lipides 
naturels peut etre realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 
Biochemistry). 

Plus recemment. la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 
particuiierement avantageux d'employer a litre d 'adjuvant, un compose intervenant ou 

10 non directement au niveau de la condensation dudir acide nucleique (WO 96/25508). 
La presence dun te! compose, au sein dune composition selon 1'invention, permet de 
diminuer la quantite d'agent transfectant, avec les consequences benefiques qui en 
decoulent sur le plan toxicologique, sans porter un prejudice quelconque a Tactivite 
transfectante. Par compose intervenant au niveau de la condensation de I'acide 

15 nucleique, on emend definir un compose compactant, directement ou non, I'acide 
nucleique. Ptus precisement, ce compose peut soit agir directement au niveau de 
I'acide nucleique a transfecter soit intervener au niveau dun compose annexe qui lui est 
directement implique dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, il 
agit directement au niveau de Facide nucleique. Par exemple, I'agent precompactant 

20 peut etre tout polycation, par exemple la polylvsine. Selon un mode de realisation 
prefere. cet agent intervenant au niveau de la condensation de I'acide nucleique derive 
en tout ou partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun de 
leurs derives. Un tel agent peut egalement etre constitue. en tout ou partie, de motifs 
peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant 

25 varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon ('invention, ces motifs peuvent 
etre repetes de maniere continue oil non. C'est ainsi quils peuvent etre separes par des 
liens de nature biochimique, par exemple par un ou plusieurs acides amines, ou de 
nature chimique. 
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Dans un mode cle realisation particulieremenr avantageux, les compositions 
de la presente invention comprennent en outre un element de ciblage permettant 
d'orienter le transfert de I'acide nucleique. Cet element de ciblage peut etre un element 
de ciblage exrracellulaire permettant d'orienter le transfert de I'ADN vers certains, 
5 types celluiaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules hepatiques, 
cellules hematopoietiques...). II peut egalement s'agir d'un element de ciblage 
intraceliulaire permettant d'orienter le transfert de I'acide nucleique vers certains 
companiments celluiaires privileges (mitochondries, noyau etc.). Lelement de 
ciblage peut etre lie a I'agent de transfert d'acides nucleiques selon l'invention ou 
10 egalement a I'acide nucleique comme cela a ete precise precedemment. 

Parmi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de l'invention, on peut 
citer les sucres. les peptides, les proteines. les oligonucleotides, les lipides, les 
neuromediateurs, ies hormones, les vitamines ou leurs derives. Preferentiellement, il 
sagit de sucres de peptides ou de proteines tels que des anticorps ou des fragments 

15 d'anticorps, des ligands de recepteurs celluiaires ou des fragments de ceux-ci, des 
recepteurs ou des fragments de recepteurs, etc... En particulier, il peut s'agir de. ligands 
de recepteurs de facteurs de croissance. de recepteurs de cytokines, de recepteurs de 
type lectines celluiaires, ou de ligands a sequence RGD avec une affinite pour les 
recepteurs de proteines d'adhesion comme les integrines." On peut egalement citer les 

'20 recepteurs de la transferrine, des HDL et des LDL, ou le transporter du folate. 
Lelement de ciblage peut egalement etre un sucre permettant de cibler des lectines tels 
que les recepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalydes tel que le sialyde Lewis X, 
ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps simple chaine (ScFv). Plus 
recemment, il a egalement ete decrit des peptides ligands, naturels ou synthetiques. 

25 interessants notamment pour leur selectivity vis a vis de cellules specifiques et capables 
de promouvoir efficacement Tinternalisation au niveau de ces cellules. ( Bary et al. 
Nature Medicine. 2, 1996, 299-305). 

L'association des elements de ciblage aux complexes nucleolipidiques peut 
etre effectuee par toute technique connue de I'homme du metier, par exemple par 
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couplage a une panie hydrophobe ou a une partie qui interagit avec l'acide nucieique 
de I'agent de transfer! selon Invention, ou encore a un groupement qui interagit avec 
I'agent de transfer! selon I'invention ou avec l'acide nucieique. Les interactions en 
question peuvent etre, selon un mode prefere, de nature ionique ou covalente. 

5 Seion une autre variante, les compositions de I'invention peuvent aussi 

eventuellement incorporer au moins un agent de surface non-ionique en quantite 
suffisante pour stabiliser la taille des particules de complexes nucleolipidiques. 
Lintroduction d'agents de surface non-ionique previent la formation d'agregats, ce qui 
rend la composition plus paniculierement adaptee a une administration in vivo. Les 
10 compositions selon Tinvention incorporant de tels agents de surface presentent un 
avantage sur le plan de Tinnocuite. Elles presentent egalement un avantage 
supplemental en ce sens qu'elles diminuent le risque d'interferences avec d'autres 
proteines compte tenu de la reduction de la charge globale des compositions de 
complexes nucleolipidiques. 

15 Les agents de surface sont constitues avantageusement d'au moins un segment 

hydrophobe, et d'au moins un segment hydrophile. Preferentiellement, Le segment 
hydrophobe est choisi parmi les chaines aliphatiques, les polyoxvalkylene hydrophobes, 
les polyester d'alkylidene, les polyethylene glycol a tete polyether benzylique et le 
cholesterol, et le segment h\drophile est avantageusement choisi parmi les 

20 polyoxvalkylene hydrophiles, les alccols polyvinvliques. les polyvinylpyrrolidones ou 
les saccharides. De tels agents de surface non-ionicjues ont ete decrits dans la demande 
PCT/FR 98/00222. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation .des agents de 
transfer! decrits ci-avant pour le tranfert d'acides nucleiques (et plus generalement de 
25 polya: ms) dans les cellules. Une telle utilisation est paniculierement avantageuse car 
ces agents transfectants augmentent l'efficacite de la transfection tout en presentant 
une toxicite cellulaire nulle ou tres reduite. 
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Pour des utilisations in vivo* par exemple pour I'etude de la regulation de 
genes, la creation de modeles animaux de pathologies ou en therapie, les compositions 
selon Tinvention peuvent etre formu lees en vue d'administrations par voie topique, 
cutanee, orale, rectale. vaginale, parenterale, intranasal, intraveineuse, 
5 intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, intratracheal, 
intraperitoneal, etc... De preference, les compositions pharmaceutiques de Tinvention 
contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau de 1'organe desire, ou pour 
une administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut s'agir en 

in particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de- serum physiologique, 
permettent la constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees 
pour l'injection ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 

15 de la pathologie concernee. du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. En ce qui concerne plus particulierernent le mode d'administration, LI peut 
s'agir soit dune injection directe dans les tissus, par exemple au niveau des tumeurs, ou 
les voies circulatoires, soit dun traitement de cellules en culture suivi de leur 
reimplantation in vivo, par injection ou greffe. Les tissus concernes dans le cadre de la 

20 presente invention sont par exemple les muscles, la peau, le cerveau, les poumons, le 
foie, la rate, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la lymphe, le sang, les os, les 
cartilages, le pancreas, les reins, la vessie, Testomac. les intestins, les testicules, les 
ovaires, le rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, les tissus conjonctifs, 
etc... 

25 L'invention concerne en outre une methode de transfer! d'acides nucleiques 

dans les cellules comprenant les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de I'acide nucleique avec un agent de transfert tel que defini ci- 
avant, pour former un complexe nucleolipidique, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe forme en ( 1 ). 
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La mise en contact des cellules avec !e complexe peut etre realisee par 
incubation cles cellules avec ledit complexe nucleolipidique (pour des utilisations in 
vitro ou e.v vivo), ou par injection du complexe dans un organisme (pour des 
utilisations in vivo). L'incubation est realisee de preference en presence de par exemple 
5 de 0,01 a 1000 jag d'acide nucleique pour 10° cellules. Pour une administration in vivo, 
des doses d'acide nucleique comprises entre 0,01 et 10 mg peuvent par exemple etre 
utilisees. 

Dans le cas ou les compositions de l'invention contiennent en outre un ou 
plusieurs adjuvants tels que definis precedemment, le ou les adjuvants sont 
10 prealablernent melanges au lipide selon 1'invention ou a l'acide nucleique. 

La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le transfer! d'acides nucleiques, notamment pour le traitement de maladies, 
comprenant {'administration in vivo, cx vivo ou in vitro dun acide nucleique codant 
pour une proieine ou pouvant etre transcrit en un acide nucleique apte a corriger ladite 
15 maladie, ledit acide nucleique etant associe a un compose de formule generaie (I) dans 
les conditions definies ci-avant. Plus particulierement, cette methode est applicable aux 
maladies resultant dune deficience en un produit proteique ou nucleique. l'acide 
nucleique administre codant pour, ledit produit proteique ou etant trranscrit eh un 
produit nucieique ou encore constituant ledit produit nucleique. 

20 L'invention s'etend a toute utilisation dun agent de transfer! d'acides 

nucleiques selon l'invention pour la transfection de cellules. 

Les agents de transfert d'acides nucleiques de l'invention sont particulierement 
utilisables pour le transfert d'acides nucleiques dans des cellules primaires ou dans des 
lignees etablies. II peut s'agir de cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses 
25 (neurones, astrocytes, cellules gliales). hepatiques. de la lignee hematopoietique 
(lymphocNies, CD34, dendritiques, etc.), epitheliales etc.... sous forme differenciees 
ou pluripotentes (precurseurs). 
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Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend 
egaiement dautres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures 
qui suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant Finvention sans en limiter la 
portee. 

5 LISTEDES FIGURES 

Figure 1/5 : Schema de synthese des composes ( 1 ) a (5). 

Figure 2/5 : Schema de synthese des composes (5) a (8a) et (8b). 

Figure 3/5 : Schema de synthese des composes (9) a ( 1 6) . 

Figure 4/5 : Mesure de Fefficacite de la transfection in vitro des composes (8a) et (8b) 
10 par Fintermediaire de la mesure de Factivite luciferase dans ies cellules HeLa, en 
1'absence de serum. Les mesures ont ete faites a differents rapports nanomoles de 
vecteur/ug d'ADN, et sont representees par les barres. Le dosage de proteine, pour 
chacune des compositions, a egaiement ete fait et est represeme par une courbe en 
ligne pleine sur le meme graphique. 

13 Figure 5/5 : Mesure de Fefficacite de la transfection in vitro des composes (8a) et (8b) 
par Fintermediaire de la mesure de Factivite luciferase dans les cellules NIH 3T3, en 
Fabsence de serum. Les mesures ont ete faites a differents rapports nanomoles de 
vecteur/j^g.d'ADN, et sont representees par les barres. 

MATERIELS ET METHODES 

20 - Les purifications sur HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ont ete 
effectuees avec un appareil Waters LC 4000, sur une colonne Vydac C4 eluee par un 
gradient d'acetonitrile dans Teau. 
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- Les mesures de fluorescence ont ete realisees sur Perkin Elmer LS50B. en utilisant 
des longueurs d'onde d'excitation et d'emission respect ivement de 260 nm et 590 nm. 
Les largeurs de femes pour i'excitation et remission sont reglees a 5 nm. La valeur de 
fluorescence est enregistree apres ajout de . 5 |ug de bromure d'ethidium/rnl en 

5 .concentration finale. 

- Les spectres de resonance magnetique nucleaire (RMN) ont ete enregistres. a 300,13 
MHz pour le proton ou a 75,47 MHz pour le carbone, sur un appareil Bruker MSL 
300 dans le chloroforme deuterie. 

EXEMPLES 

10 EXEMPLE 1: Svnthese de I'agent de transfer! 8(a) a partir du methyl- 
benzyloxy-6-galactopyranose. 

Les differentes etapes reactionnelles sont schematisees aux figures 1/5 et 2/5. 

a) Svnthese du methyl-benzyloxy-6-tri-0-(carboxy-2 , -ethyle)-2 f 3,4-(3-D- 

galactopyranoside (2) 

15 28,4 g (0,1 mol) de methvl-benzyloxy-6-b-D-galactopyranoside (1) sont dissous dans 
400 ml de THF et places a 0°C sous agitation. On ajoute.32. g (5.7 equivalents) de 
potasse finement broyee, 0,5 g (2%) d'ether couronne 18-Cr-6 et 32,5 ml (1,5 
equivalents) de bromoacetate d'ethyle. Apres deux heures, on evapore a sec, on 
redissout dans l'eau et on neutralise la solution obtenue avec de 1'acide chlorhydrique 

20 2N. On obtient ainsi 32 g de produit (2) (rendement : 70%) qui est extrait par du 
dichloromethane. 

RMN "C : 5, 172,94; 136.87; 127,93; 127,41; 98,89; 97.22; 78,74; 76,17; 72,97; 
69,52; 67,93; 65,39; 54,75. 

b) Svnthese du niethyl-benzyloxy-C-tri-O-lhydroxy-Z'-etlnleJ-Z J f 4-|3-D^ 
25 galactopyranoside (3) 
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30 g (0,065 mol) du triacide precedent (2) sent dissous dans 400 ml de THF et places 
a 0°C sous azote. On ajoute goutte a goutte tout en agitant 40 ml de borane- 
dimethyle sulfure. On agite encore deux heures a temperature arnbiante puis on ajoute 
avec precaution du methanol en exces. On evapore ensuite la solution a sec et on 
5 redissout le solide obtenu plusieurs fois dans du methanol. On obtient ainsi 24,5 g de 
produit final (3) (rendement : 90%) qui est purifie sur colonne de silice eluee par de 
l'acetate d'ethvle. 

c) Synthese du mechyl-benzvloxy-6-tri-0-(azido-2'-ethyle)-2 ,3,4-(3-D-galacto- 
pyranoside (4) 

10 20 g (0.048 mol) de trioi (3) obtenus a I'etape precedente sont dissous dans 500 ml de 
THF. On ajoute 40 g (3,2 equivalents) de triphenylphosphine. 160 ml (3,7 
equivalents) dune solution d'acide hydrazoVque I J M dans le toluene, puis 24,2 ml 
(3.2 equivalents) de diethvlazodicarboxylate, Apres une heure, la solution est 
evaporee et purifiee sur une colonne de silicagel eluee par un melange heptane/acetate 

15 d'ethvle (6:4). On obtient ainsi 17,6 g de produit (4) (rendement : 90%). 

RMN U C : 5. 128,47; 127,80; 98,23; 79,05; 76,27; 73,55; 71,92; 70,15; 69,95; 68,77; 
68,14; 55.37; 51,41; 51,11; 50,87. 

d) Synthese du methyl-tri-0-(amino-2'-cthyI)-2 ,3,4-(3-D.gaIactopvranoside, tris- 
chlorhydrate (5) 

20 15 g (0,03 mol) de triazide (4) sont mis en solution dans 200 ml d'ethanol. On ajoute 
7,5 ml d'acide chlorhydrique 12 N, puis on traite par Thydrogene en presence de 
palladium sur carbone pendant 3 heures. Apres filtration, le solvant est evapore et le 
residu (5) obtenu (12,6 g, rendement : 95%) est utilise directement dans I'etape 
suivante. 

25 e) Synthese du mahyl-tn^O-(tert-butyl^aii)amido-2^ahyl)-2 ( 3 f 4-p-D- 
galactopyranoside (6) 

12 g (0,028 mol) de chlorhydrate (5) sont mis en solution dans un melange de 100 ml 
de dioxanne et 85 ml d 'hydroxide de sodium I N. On ajoute 18,7 g (3.3 equivalents) 
de di-tert-butyl dicarbonate et on agite a temperature arnbiante pendant deux heures. 
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Le melange reactionnel est evapore puis extrait par du dichloromethane (3 fois 50 ml). 
Les phases organiques sont combinees puis sechees sur sulfate de sodium et 
evaporees. On obtient ainsi 15.56 g (rendement : 90%) de residu (6) purifie sur 
colonne de silicagel elue par de 1'acetate d'ethyle. 

0 Synthese du mcthyl-dioctadecylamido-succinyl-^^ 
2'-ethyl)-2,3,4-(3-D-galactopyranoside (7a) 

10 g (0,016 mol) du produit precedent (6) sont dissous dans 300 ml de 
dichloromethane. On ajoute successivement 14,6 g (1.5 equivalents) d'acide 
dioctadecylamidosuccinique. 1,95 g (1 equivalent) de dimethylaminopyridine et 6,5 g 
(2 equivalents) de dicyclohexylcarbodiimide. L'acide dioctadecylamidosuccinique est 
obtenu par reaction de la dioctadecylamine et de i'anhydride succinique. Apres une 
nuit, on ajoute avec precaution 10 ml (1,7 g) dune solution d'acide oxalique dans le 
methanol et on laisse agir une heure (degagement de monoxyde de carbone). On filtre 
la solution, on l'evapore a sec et on purifie le produit obtenu sur colonne de silicagel 
eluee par une solution heptane/acetate d'ethyle (7:3). On obtient ainsi 12.8 g de 
produit (7a) (rendement : 65%). 

g) Synthese du methyl-dioctadecvlamido-succir^^ 
2,3,4-(3-D-galactopyranoside, tris trifluoroacetate (8a) 

10 g (0,008 mol) de produit (7a) sont dissous dans 20 ml d'acide trifluoroacetique a 
90%. Apres une demi-heure, on evapore la solution et on reprend par 3 fois 20 mi de 
toluene. Le residu (8a) obtenu est purifie par HPLC (RP4; eau/acetonitrile; 0->100%; 
20 minutes). On obtient ainsi 9,7 g de produit (8a) (rendement : 95%). 
MI-P = 1304. 

EXEMPLE 2: Svnthese du compose 8(b) a partir du methyI-benzyloxy-6- 
galactopyranose. 

Les differentes etapes reactionnelies sont schematisees aux figures 1/5 et 2/5. 
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Les premieres phases de synthase sont identiques aux etapes de synthese a) a e) 
decritesdans I'exemple 1. Puis, on continue de la facon suivante : 

0 Synthese du mcthvI-dioctadccyIamido-phtalvI-6-tri-0-(tert-but\ l-carbamido- 
2^ethyl)-2 J,4-f3-D-gaIactopyranoside (7b) 

5 • Ce produit est obtenu de la meme maniere que le produit (7a) mais en utilisant l'acide 
dioctadecylamidophtalique a la place de l'acide dioctadecylamidosuccinique. 

g) Synthese du mahyl-dioctadecylamido-phta!yl-6-tri-0-(amino-2 , -ethyl)-2,3,4- 
(3-D-galactopyranoside, tris trifluoroacetate (8b) 

On obtient le compose (8b) a panir du produit (7b) obtenu a I'etape precedente, de la 
10 meme maniere que le produit (8a). 
MIT = 1317. 

EXEMPLE 3: Svnthesede I'agent de tratisfert (16) a partirdu triacetyl glycal 

a) Synthese du phtalimidopropyl-di-0-acet\i-4,6-bisdesoxy-2,3-b-D-erythro- 
hexeno-2-pyranoside (10) 

15 Les differentes etapes reactionnelles sont representees a la figure 3/5. 

13,17 g (0,048 mol) de triacetyl-D-glucai (9) sont dissous dans 250 ml de 
dichloromethane. On ajoute 11 2.(1.1 equivalents) de phtalimidopropanol et 1,56 ml 
(0.26 equivalents) d'etherate de trifluorure de bore. Apres une heure a temperature 
ambiante, on neutralise le melange par une solution saturee de bicarbonate de sodium, 
20 on decante, on seche et on evapore la solution. On obtient ainsi 16 g de produit (10) 
(rendement : 80%) purifie par chromatographic sur colonne de silicagel eluee par une 
solution heptane/acetate d'ethyle (5:5). 

b) Synthese du phtalimidopropyl-di-0-acety|.4 f 6-bisdesoxy-2 t 3-(3-D- 
glucopyranoside (II) 

16 g (0,038 mol) de glycoside (10) sont dissous dans 200 ml d'ethanol. On ajoute 0,16 
g de palladium a 10% sur carbone, et on traite par I'hydrogene pendant deux heures. 



2d 
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Apres filtration, la solution est evaporee. On obtient ainsi 15.78 g de produit (11) 
(rendement : 99%). 

c) Synthese du plUaIimidopropyl-bisdesoxy-2,3-f3-D-gIucopyranoside (12) 

15 g (0,036 mol) de produit precedent (11) sont dissous dans 250 ml de methanol, 
5 puis on ajoute 3,5 ml (0,1 equivalents) de methyiate de sodium 1 N. Apres deux 
heures, on neutralise par de la resine amberlite IR 1 20. On obtient apres filtration et 
evaporation 1 1,5 g de produit (12) (rendement : 96%). 

d) Synthese dti phtalimidopropyl-diazido-4,6-tetra-desoxy-2 t 3,4,6-f3-D- 
glucopyranoside ( 1 3) 

10 1 1 g (0,033 mol) de produit desacetyle (12) sont dissous dans 250 ml de THF. Tout 
en agitant, on ajoute successivernent 21,5 g (2,5 equivalents) de triphenylphosphine et 
110,5 ml (3.7 equivalents) d'acide hydrazoi'que 1,1 M dans' le toluene. 12,88 ml (2,5 
equivalents) de diethvlazodicarboxylate sont ajoutes a une vitesse telle que la 
temperature du melange ne depasse pas 30°C. Apres une heure. la solution est 

15 evaporee a sec, et le produit obtenu est purifie sur colonne de silicagel eluee par un 
melange heptane/acetate d'ethyle (8:2). On obtient ainsi 7,2 g de produit (13) 
(rendement : 57%). 

e) Synthese de raminopropy!-diazido-4,6-tetra-deso\y-2 f 3,4 t 6-(3-D- 
glucopyranoside (14) 

20 7 g (0,018 mol) de produit (13) sont dissous dans 500 ml d'ethanol. puis on ajoute 
2,6 ml dl'hydrate d'hydrazine. et on agite a 40°C pendant deux heures. Apres 
evaporation, on redissout dans du dichloromethane et on laisse cristalliser le 
phtalylhydrazide qui s'est forme. On filtre et on evapore la solution. On obtient ainsi 
4,17 gde produit (14) (rendement : 90%). 

25 0 Synthese du (cholesteryl-0-formamidopropyI)-diazido-4 t 6-tetra-desoxy- 
2,3,4,6-(3-D-glticopyranoside (15) 

6,34 g (0,9 equivalents) de cholesteryl chloroformiate et 4 g (0,016 mol) de produit 
(14) sont mis en solution dans 200 ml d'ether ethviique. Un precipite se forme 
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aussitot, et on ajoute aiors 50 ml de soucle 1 N. Apres quelques minutes, la solution 
redevient limpide. On laisse encore 30 minutes sous agitation, puis on decante, on 
lave avec 2 fois 50 ml d'eau, et on evapore a sec la solution. On obtient ainsi 9,4 g de 
produit (15) purifie sur colonne eluee par une solution heptane/acetate d'ethyle (6:4). 
5 (rendement : 90%). 

g) Synthese du (choIestef7l-0-formamidopropyI)-diamIno-4,6-tetra-desoxy- 
2,3,4 1 6-(3-D-glucopyranoside (16) 

9 g (0,013 mol) de diazide (15)sont dissous dans 150 ml de THF a 80%, puis on 
ajoute 14,2 g (4 equivalents) de triphenyle phosphine et on chauffe a 50°C pendant 
10 une heure. Apres refroidissement. on pone sur une colonne de resine anionique IRC- 
50 COOH, et on lave avec du THF a 80%. Le produit est ensuite elue sous forme 
' d'acetate par le melange THF/eau/acide acetique (64:16:10). On obtient ainsi 8,9 g de 
produit (16) (rendement : 90%). 

RMN 13 C : 8, 176.55; 156,65: 139,84; 132,02; 128.46; 125,46; 122.44; 97,11; 74,28; 
15 56,66; 56,12; 50,02;. 43,70; 42,30; 39.51; 38,57; 36.93; 36,55; 36,16; 35,76; 31,87; 
30.30; 29,89; 28,18; 23,82; 22,78; 22.53; 21,03; 19.31: 18,70; 1 1,84. 

EXEMPLE 4 : Synthese du compose (17) 

a) Synthese du benzvl-(5-0-acetvl-6-acetoxyme^ 
yIo.\y)«acetate 

20 2,8 g de triacetyl D-glucal ( 0,01 mol) et 1,6 ml de benzylglycolate (1.1 equivalents) 
sont mis en solution dans 80 ml de chloroforme. On refroidit dans un bain de glace et 
on ajoute 0,651 mi d.'etherate cle trifluorure de bore (0.5 equivalents). Apres 45 
minutes, on neutralise avec une solution aqueuse saturee de bicarbonate de sodium, on 
seche sur sulfate de sodium, on filtre et on concentre. On purifie par chromatographie 

25 sur colonne de silicagel, eluee par un melange heptane/acetate d'ethyle (6:4). Le 
rendement est de 96%. 

b) Synthese d Tacide (5-0-acet\1-6-acetuxymeth\1-tetrahydro-pyran-2-yloxy 
acetique : 
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3,5 g du procluit precedent (0,0093 mol) sont hydrogenes a pression atmospherique et 
a temperature arnbiante, en presence 0J5 g de palladium a 10% sur carbone pendant 
10 heures. On filtre sur celite, on concentre et on purifie par chromatographic sur 
colonne de silicagel, eluee par de I'acetate d'ethyie. Le rendement est de 90%. 

5 c) Synthcse du N»N-dioctadecyl- (5-0-acetyI.6-acetoxymethvNtetrahydro-pyran- 
2-yloxy)- acetamide : 

0,675 g du produit precedent (0,0017 mol) sont dissous dans 8,6 ml de chloroforme. 
On ajoute 0,9 ml de diisopropylethyiamine. 0,899 g de dioctadecylamine (1 equivalent) 
et 0,426 g de dicyclohexyie carbodiimide (1,2 equivalents). Apres une nuit a 
H) temperature arnbiante, on concentre et on extrait le produit par de I'heptane. On 
purifie par chromatographic sur colonne de silicagel, eluee par un melange 
heptane/acetate d'ethyie (8:2). Le rendement est de 70%. 

d) Synthcse- de N,N-dioctadecyl- (5-hydroxy-6-hydroxymethyl-tetrahydro-pyran- 
2-yloxy)-acetamide : 

15 1,57 g du produit precedent (0.00198 mol) sont mis en solution dans 10 ml de 
methanol. On -ajoute 0,197 ml de methylate de sodium (0,2 equivalents; methanol 2M). 
Apres deux heures a temperature arnbiante, on neutralise et on concentre. On purifie 
par chromatographie . :r colonne de silicagel, eluee par un melange heptane/acetate 
d'ethyie (8:2). Le rendement est de 927c. 

20 e) Synthese de N,N-dioctadecyl-(5-azido-6-azidomethyl-tetrahydro-pyTan-2- 
yloxy)- acetamide (17): 

0,6 g de produit precedent (0.00087 mol) sont dissous dans 15 ml de THF. On ajoute 
0,48 g de triphenylphosphine (2,1 equivalents) puis 0,288 ml de DEAD (2,1 
equivalents). Quand la reaction exothermique est terminee, on ajoute 1 ,588 ml d'une 
25 solution d'acide hydrazoique 1,38 M dans le toluene (2.5 equivalents). A la fin de la 
reaction on concentre, on reprend par de Theptane, on filtre et on concentre. Puis, on 
purifie par chromatographie sur colonne de silicagel, eluee par un melange 
heptane/acetate d'ethyie (8:2). Le rendement est de 727c. 
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RMN i; C : 6. 173,21; 172,07; 162.22; 161.77; 118,34; 114,49; 110,65; 108.34; 96,88; 
65,18; 64.50; 48,27; 46,54; 40.69; 35,86; 31.78; 30.94; 28,63; 27,56; 26,92; 22.54; 
21,84; 13,94. 

EXEMPLE 5 : Association des agents transfectants de [Invention 8(a) et 8(b) 
5 avec I'ADN. 

Cet exemple illustre la nature de 1'as.sociation entre les agents transfectants de 
Tinvention et I'ADN. ainsi que la formation de complexes. 

Les agents transfectants selon Tinvention ont ete mis en solution dans Teau a 10 mM.. 
Les solutions ainsi obtenues sont transparentes et correspondent a une organisation 
10 sous forme de micelles de lipide cationique. 

Les complexes agent tranfectant/ADN ont ete realises suivant un rappon de 6 nmoles 
d'agent iransfectant/fig d'ADN, 

L'association de I'agent tranfectant 8(b) avec I'ADN procure un complexe de taille 
egale a 92 nm ± 27 nm. et une fluorescence de 7% dans Teau et de 60% dans le 
15 chlorure de sodium NaCI a 300 mM. 

L'agent transfectant de Tinvention 8(a), associe avec I'ADN, permet la formation dun 
complexe de taille voisine de 98 nm ± 20 nm. et une fluorescence de 69c dans Teau et 
55% dans le chlorure de sodium NaCI a 300 mM. 

Ces resuitats montrent que les agents transfectants selon Tinvention sont capables de 
20 s'associer avec de TADN et de former des particules dont le diametre rnoyen est 
d'environ de 100 nm. ce qui constitue une taille particulierement adaptee au passage 
des membranes cellulaires. Cette association reste relativement stable lorsqu'on 
augmente la force ionique du milieu. En effet, a 300 mM, plus de 50 % de TADN reste 
associe avec les agents tranfectant de Tinvention. 

- 5 EXEMPLE 6 : Transfection d'ADN in vitro avec les agents transfectants de 
rinvention 8(a) et 8(b) 
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L'erficacite de la transfection a ete evaluee in vitro a dirferentes doses de vecteurs/|ag 



d'ADN. 



Le materiel genetique utilise pour ces experiences est une construction de plasmide 
pCMV-Luc comportant le gene rapporteur "luciferase", derivee du plasinide pGL2- 
5 basic Vector [Promega] par insertion d'un fragment Mlu I-Hind III contenant le 
promoteur du Cytomegalovirus humain (CMV) extrait du plasmide pcDNA3 
[Invitrogen]. 

Des solutions d'acide nucleique' diluees a 40 fig/ml dans du serum physiologique 
(chlorure de sodium NaCI 0,15 M) ont egalement ete utilisees. 

10 Les produit's decrits dans Tinvention sont mis en solution dans 1'eau a- concentration 
variant de SO uM a 800 uM, et melanges volume a volume avec la solution d'ADN. 
La concentration saline finale est de 75 mM afin de preparer extemporanement des 
solutions cytofectantes. 

Pour la transfection, les cellules sont cultivees dans les conditions appropriees en 
15 microplaques de 24 puits (2 crrr/puits) et sont transfectees alors qu'elles sont en phase 
exponentielle de croissance et a 50-70 c /c de la confluence. 

Les cellules sont lavees par 2 fois 500 ul de milieu depourvu de proteines seriques et 
remise en croissance en milieu sans serum. 50 ul de melange cytofectant [l|-ig 
d'ADN/puits] sont ajoutes aux cellules [3 puits/condition vecteur-ADN]. Le milieu de 
20 croissance est supplement^ par la quantite appropriee de serum 2 heures apres la 
transfection. 

L'efficacite de transfection est evaluee a 48 heures post-transfection par une mesure 
de I'expression de la luciferase selon les recommandations donnees pour l'utilisation 
du kit Promega [Luciferase Assay System]. La toxicite des melanges cytofectants est 
25 estimee par une mesure des concentrations proteiques dans les lysats cellulaires. 

Les resultats.obtenus pour la transfection des cellules HeLa sont rassembles dans la 
figure 4/5, et ceux obtenus sur les cellules NIH3T3 sont indiques dans la figure 5/5. 
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De ces deux figures ainsi que des resultats obtenus pour des rapports vecteurs/ADN 
superieurs a 20 nmol/ug d'ADN (non niontres), il est possible de deduire que la 
transfection est particulierement efficace lorsque le rapport vecteur/ADN est compris 
entre 2 et 20 nanomoles de vecteur par |ug d* ADN. 

5 Les resultats presentes montrent que pour les deux types cellulaires utilises, l'efficacite 
de transfection est optimale pour un rapport compris entre 4 et 12 nanomoles de 
vecteur par [ug d'ADN, et plus precisement entre 8 et 12 nanomoles de vecteur par (ig 
d'ADN. 

Par ailleurs, on constate que les histogrammes rendant compte de Teffet dose des 
10 vecteurs sont superposables pour les produits 8(a) et 8(b) quel que soit le type 
cellulaire considere. 

Les deux produits de Finvention ne sont pas toxiques aux doses de vecteur etudiees 
pour les cellules NIH 3T3. Nous n'observons en effet qu'une pene maximum de 20% 
des proteines cellulaires pour des doses superieures a 8 nanomoles de vecteur par 
15 echantillon de cellules transfectees. 
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REVINDICATIONS , 

1. Agent transfectant comprenant au moins une region hydrophile cationique et une 
region lipophile caracterise en ce que la region hydrophile cationique est constitute par 
au moins un heterocycle a 5 ou 6 atomes substitue par des groupements amino. 

2. Agent transfectant selon la revendication 1 caracterise en ce que la reaion 
hydrophile cationique, intermediate dans la synthese du dit agent transfectant a pour 
fonmule generale (I) : 




(I) 



Z 



dans laquelle : 

10 - y est un nombre entier egal a 0 ou I, les differents y etant independants les uns des 
autres, 

- X represente un atome d'oxygene, d'azote, de soufre ou de selenium, 

- les groupements Z representent, independamment les uns des autres, 

• un atorne d'hydrogene, 

15 # un groupernent OR dans lequel R represente un atome d'hydrogene, un 

. groupernent methyle, ou un groupernent (CH2) n -NR,R 2 dans lequel n est un nombre 
entier choisi de 1 a 6 inclus et R, et R 2 representent, independamment Fun de T autre, 
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un atome cThydrogene ou un groupement (CH : )q-NHj, q pouvani varier de 1 a 6 
incius, les differents q etant independants les uns des autres, 

• un groupement (CH2L-NR1R;, dans lequel m est un nornbre entier choisi de 
0 a 6 incius et R| et R 2 sont definis comme precedemment, ou bien 

5 • un groupement "spacer" permettant la liaison de la region hydrophile 

cationique a !a region lipidique, 

etant entendu que Tun au moins des substituants Z pone un groupement amino. 

3. Agent transfectant selon la revindication 2 caracterise en ce que, dans la formule 
generale (I), n est un nombre entier choisi parmi 2, 3 et 4 dans le groupement (CH2) n - 

10 NR,R 3 . 

4. Agent transfectant selon la revendication 2 caracterise en ce que la region 
hydrophile cationique est constitute d'un glycoside de forme pyranose ou furanose. 

5. Agent transfectant selon la revendication 2 caracterise en ce que, dans la formule 
generale (I), y present. sur ie cycle est egal a 1 et X est un atome d'oxvgene. 

15 6. Agent transfectant selon la revendication 5 caracterise en ce que en outre au moins 
un des groupements Z comporte une fonction amino. 

7. Agent transfectant selon la revendication 5 caracterise en ce que en outre au moins 
deux des groupements Z component une fonction amino. 

8. Agent transfectant selon la revendication 5 caracterise en ce que en outre deux des 
20 groupements Z sont des atomes d'hydrogene, deux autres groupements Z sont des 

groupements azotes et notamment des groupements amino, et le dernier groupement Z 
represente un groupement OR. R etant defini comme dans la revendication 2. 
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9. Agent transfectant selon la revendication 8 caracterise en ce que le dit groupernent 
OR est en position -2 sur Theterocycle de formule generate (I). 

10. Agent transfectant selon la revendication 5 caracterise en ce que en outre au moins 
deux groupements Z sont des groupements 0-(CH : ):-NH 2 et au moins un des 

5 groupements Z represente un groupernent OR, R etant defini comme dans la 
revendication 2. 

11. Agent transfectant selon les revindications 1 et 2 caracterise en ce que la region 
hydrophile cationique, intermediaire dans la svnthese du dit agent transfectant,. est 
choisie panmi : 



OH 



10 
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12. Agent transfectant selon la revendication 1 caracterise en ce que la region lipophile 
est constitute dune ou plusieurs chaines aliphatiques lineaires ou ramifiees. saturees 
ou non. eventuellement halogenees et/ou par un derive de steroide. 

13. Agent transfectant selon la revendication 12 caracterise en ce que les dites chaines 
5 aliphatiques contiennent 10 a 22 atomes de carbone, et notamment 14, 16. 17, 18 

et/ou 19 atomes de carbone. 

14. Agent transfectant selon les revindications 12 et 13 caracterise en ce que les dites 
chaines aliphatiques sont choisies parmi (CH.^iCH;, (CH^^CH,. (CH 2 ) 1o CHj, 
(CH : ) 1 :CH. 1) et (CH : )mCH-,. 

10 15. Agent transfectant selon la revendication 12 caracterise en ce que le derive de 
steroide est choisi parmi le cholesterol, le cholestanol. le 3-a-5-cyclo-5-a-cholestan-6- 
P-ol. I'acide cholique. le cholesterviformiate, le cholestanylformiate, le 3a,5-cyclo-5a- 
cholestan-6f5-yl formiate. la cholesterylamine, la 6-( 1 ,5-dimethylhexyI)-3a,5a- 

dimethylhexadecahydro-cyclopenta[a]cyclopropa[2,3]cyclopenta[1.2-f]naphta-len-10- 
15 ylamine. ou la cholestanylamine. 

16. Agent transfectant selon la revendication 1 caracterisee en ce que la region 
lipophile est reliee a la region hydrophile cationique par un "spacer" constitue d'un 
groupe acide ou amine comportant des fonctions hydrolysables. 



20 



17. Agent transfectant selon la revendication 16 caracterise en ce que le "spacer" est 
constitue dune chaine aliphatique ou aromatique et comporte un ou plusieurs 
groupements choisi parmi les amides, les esters., les ethers, les carbamates et les cycles 
aromatiques. 

18. Agent transfectant selon la revendication 16 caracterise en ce que le "spacer" est 
choisi parmi -0-CO-(CH : ) N -COOH. -0-(CH : ) x -COOH, -0-CO-(CH 2 ) x -NH 2 , -0- 
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(CH:),-NH : , -NH-(CH:) X -NH 2 , avec x representant un entier compris entre 1 et 6 
inclus. 

19. Agent iransfectant selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est represente 
par l'un des composes (16), (17), (8a) ou (8b) de formules : 



H,N 




(16) 



NH, 



H,N 




0 



0 




N 



\ 



C I8 H J7 



(17) 



H,N- 



0 



0 



N ,H ■" 
% C 18 H 37 



(8a) 



•NH, 



NH, 
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20. Procede de preparation dun agent transfectant selon les revendications 1 a 19 
caracterise en ce que Ton couple la region lipophile par l'intermediaire dun "spacer" a 
Theterocycle de formule generale (I). 

5 21. Composition caracterisee en ce qu'eile comprend un agent transfectant tel que 
decrit aux revindications 1 a 19 et au moins un acide nucleique. 

22. Composition selon la revindication 21 caracterisee en ce que le rapport agent 
transfectant/acide nucleique est compris entre 0.1 et 50'nanomoles d'agent par ^g 
d'ADN 

10 23. Composition selon la revindication 21 caracterisee en ce quelle incorpore en outre 
un ou plusieurs adjuvants. 

24. Composition selon la revindication 23 caracterisee en ce que le ou les adjuvants 
sont des lipides neutres. 
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25. Composition selon la revindication 23 caracterisee en ce que !e ou les adjuvants 
sont sont des composes intervenant directement ou non au niveau de la condensation 
de 1'acide nucleique. 

26. Composition selon les revindications 21 a 25 caracterisee en ce qu'elle comprend 
5 un vehicuie pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

27. Composition selon les revindications 21 a 25 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicuie pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 
muqueuses. 

28. Utilisation dun agent transfectant selon les revindications 1 a 19 pour le transfer! 
10 d'acides nucleiques dans les cellules. 

29. Methode de transfer! d'acides nucleiques dans les cellules caracterisee en ce qu'elle 
comprend les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de l'acide nucleique avec un agent de transfer! tel que defini dans 
les revindications 1 a 19 et. le cas echeant. avec le ou les adjuvants, pour former un 

15 compiexe nucleolipidique, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le compiexe forme en (1). 
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FIG 4/5 



1E+07 



1E+03 



Cellules HeLa 

transfection en absence de serum pendant 2 heures 
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••■ MQ proteine/ml extrait cellulaire 
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Cellules NIH3T3 

transection en absence de serum pendant 2 heures 
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